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CD: cluster of differentiation 分化抗原クラスター 
FITC: fluorescein isothiocyanate フルオレセインイソチオシアネート （蛍光色 
素の一種） 
APC: allophycocyanin（蛍光色素の一種） 
Foxp3: forkhead box protein 3 フォークヘッドボックスタンパク質 3 
IFNγ: interferonγ インターフェロンγ 
IL: interleukin インターロイキン 
MAPK: mitogen-activated protein kinase マイトゲンで活性化されるタンパク
キナーゼ MAP kinase 
PBMC: peripheral-blood mononuclear cell 末梢血単核細胞 
PE: phycoerythrin フィコエリスリン（蛍光色素の一種） 
PI：propidium iodide ヨウ化プロピジウム 
Treg: regulatory T cell 制御性 T 細胞 
Th: helper T cell ヘルパーT 細胞 
WST-8:2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H- 
tetrazolium, monosodium salt 













があることが報告されている（Ishibashi ら 2011 年; Chiang ら 2013 年; Paroni ら 
2012 年; Wang ら 2013 年）。例えばトレチノインは、前骨髄球性白血病に対して
分化誘導作用が知られている（Komura ら 2007 年）。またトコフェロールには、
乳癌や大腸癌に対する増殖抑制作用、あるいは膀胱癌に対するアポトーシス誘
導作用や化学療法感受性増強作用が報告されている（Kanai ら 2010 年）。メナキ
ノンやメナジオンなどのビタミン K 類にも、ヒト悪性黒色腫に対する腫瘍増殖
抑制やアポトーシス誘導作用があることが示されている（Ishibashi ら 2011 年）。
さらには、ビタミン K２、K３、および K５の大腸癌や肝癌モデルに対する抗腫瘍





ら 2011 年）。しかし一方でメナジオン（ビタミン K３）は、正確なメカニズム
はわかっていないものの、酸化還元系に対する作用を介して炎症や免疫反応を












討したビタミン K 誘導体の作用に関する検討項目は、T 細胞マイトゲンで刺激
した PBMC の 1）増殖に対する作用、2）アポトーシス誘導作用、3）各種サイ










       
   
















第1節 序 論 
 
 申請者が所属する教室では、T 細胞マイトゲンで in vitro において刺激した患
者 PBMC の増殖に対する既存の免疫抑制薬の効果が、これらの薬物の治療効果
と一致することを、臓器移植患者や各種自己免疫疾患患者を対象とした研究に
おいて確認している（Hirano ら 1995、2006、2007 年）。 
そこで本研究においてはまず、T 細胞マイトゲンで刺激したヒト PBMC の in 
vitro 増殖に対するビタミン K 類の効果を検討した。検討したビタミン K 類は、
ビタミン K1 ～K3、および K5である。なおメナジオール（ビタミン K４）はビタ





用、および制御性 T 細胞率に対する作用である。 






2.1 試 薬 
RPMI1640 培地と子牛血清は、Gibco 社から購入した。コンカナバリン A は
生化学工業から購入した。ビタミン K1 ～K3、および K5 は、Wako Chemical
社から購入し、5mM の濃度となるようエタノールで溶解してこれを原液とした。
ビタミン K 類の原液は、使用前にエタノールで作用濃度に溶解した。シクロス
ポリン A は Novartis Pharma 社より提供されたものを用いた。細胞増殖 WST
‐8 分析キットは Promega 社より購入した。BDTM フローサイトメトリービー
ズアレーヒト Th1/2/17 サイトカインアッセイキット、ヒト FoxP3 測定キット、
ヒト CD4 FITC、CD25 APC、FITC マウス IgGlκアイソタイプ（コントロー
ル）、APC マウス IgGlκアイソタイプ（コントロール）、および PE マウス IgGl
κアイソタイプ（コントロール）は、BD Biosciences 社より購入した。アネキ














2.3 PBMC の分離と PBMC のマイトゲン応答性増殖に対する効果の検討 
静脈血 20mL を午前 9 時 30 分から 11 時 00 分の間に採取し、ヘパリン化し
た。この採血量 20mL は、PBMC に対するビタミン K 類およびコントロールと
して用いるシクロスポリンの作用を検討するための必要最小量である。 
市販の RPMI1640 培地に子牛血清を 10％となるように加え、さらにペニシリ
ン 10万単位およびストレプトマイシン 100ｍｇ/Lを加えたものを本実験用の培
地とし、PBMC の洗浄や培養に用いた。15mL 用量の遠心管に Ficoll－Hypaque 
3ml 加えた後、上述のようにして得たヘパリン血 5mL を静かに重層し、これを
1300 x g で 20 分間遠心分離した。遠心後、PBMC を含む中間層のバッフィー
コート部分を採取し、これを別の遠心管に入れ、上記培地にて 3 回洗浄した。
洗浄後、培地にて 1x106細胞/mL となるように PBMC 懸濁液を希釈し、この細
胞懸濁液を以下の培養に用いた（Hirano ら 1995、2006、2007 年）。 
まずこの細胞懸濁液 196μL を、96 ウェルの平底プラスチックプレートの各
ウェルに分注した。T 細胞マイトゲンとしてコンカナバリン A を上述の培地に





下にて 96 時間培養した。 
培養後、cell counting Kit－8 試薬 20μL を各ウェルに加えよく撹拌後、5％
CO2 / 空気を含むインキュベーター中、37℃の条件下にてさらに 2 時間培養し
た。その後、増殖した PBMC によって産生された色素の吸光度を、マイクロプ
レートリーダーにて 450nm の波長で測定した（図 2）。コントロールウェルの
吸光度を 100％としたときの、種々の濃度の薬物を添加したウェルの吸光度（％）
を求め、用量反応曲線を作成すると共に、細胞増殖を 50％抑制する薬物濃度

































となるように希釈し、この細胞懸濁液 196μL を、96 ウェルの平底プラスチックプレート
の各ウェルに分注した。コンカナバリン A を、最終濃度が 5μg/mL となるよう各ウェルに
添加し、種々の濃度の各種ビタミン K 類を添加した。マイクロミキサーにて撹拌後、37℃




































2.4  PBMC 培養上清中の各種サイトカインの定量分析 
PBMC は、2.3 の項に示す方法により、コンカナバリン A と各濃度のビタミ
ン K 類の存在下に 96 時間培養した。培養後、プラスチックプレートを 1300 回
転で 5 分間遠心分離した後、細胞が混入しないようにエッペンドルフピペット 
で培養上清 100μL を採取し、これをサイトカイン測定用検体として、サイトカ
イン濃度の測定まで－80℃で保存した。 
上記培養上清中のインターフェロン（IFN）γ、腫瘍壊死因子 tumor necrosis 

























2.5 ビタミン K 処理した PBMC 中のアポトーシス細胞の分析 
2.3 項で述べた方法により、コンカナバリン A 存在下にビタミン K 類で処理
した PBMC を培地で 2 回洗浄後、リン酸緩衝生理食塩水を加えて PBMC の再
PE 
Capture 抗体 Detection 抗体 
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懸濁液を作成した。この時の細胞密度は 10６個/mL とした。 
細胞懸濁液中のアポトーシス細胞は、アネキシン V–FITC アポトーシス検出
Kit I を用いて測定した。本細胞懸濁液 500μL に、キット試薬のアネキシン 
V–FITC を 5μL および propidium iodide（PI）試薬 5μLを添加し、遮光下に
室温で 15 分インキュベートとした。このようにアネキシンと PI で細胞を染色
した後、細胞をリン酸緩衝生理食塩水で 2 回洗浄して、フローサイトメトリー
で分析するまで暗室で氷蔵した。染色した細胞の保存は 1 時間までとし、それ
以内に BD 社製のフローサイトメーターを用いて、1 検体あたり 30000 個の細
胞を測定した。データは、BD 社の Cell Quest ソフトウエアを用い、BD バイオ
サイエンス社の FACScanTMII によって解析した。 
PBMC のリンパ球分画をゲーティングし、リンパ球分画中のアポトーシス細
胞を、アネキシン V 陽性/PI 陰性の細胞として計測した。 
 
2.6 CD４陽性、CD25 陽性、Foxp3 陽性、制御性 T 細胞の分析 
 2.3 項に示す方法により、PBMC をコンカナバリン A 存在下にビタミン K 類
と共に 96 時間処理した後、細胞をリン酸緩衝生理食塩水で 2 回洗浄した。リン
酸緩衝生理食塩水に 10６個細胞/mL の細胞濃度となるよう再懸濁させた。この
細胞の懸濁液 1mL に対し、APC 標識した抗ヒト CD25 モノクローナル抗体試
薬 20μL と、FITC 標識した抗ヒト CD4 モノクローナル抗体試薬 20μL を各々
加えた。一方、FITC 標識したマウス IgG1κアイソタイプコントロール抗体 20





データは、Cell Quest ソフトウエアを用いて FACScanTMII により分析した。 
リンパ球分画の CD4 陽性細胞をゲーティングして、CD4 陽性細胞分画のうち、






























種々の濃度のビタミン K 類が PBMC 増殖に及ぼす効果、培養上清中のサイト
カインの量に及ぼす効果、および PBMC 中の CD4 陽性細胞や制御性 T 細胞の
割合に及ぼす効果を、各々のコントロールと比較する場合、ボンフェローニ検
定により解析した。また、WST アッセイで検討したビタミン K 類処理 PBMC
の増殖率と PBMC 培養上清中のサイトカイン濃度との相関は、スピアマン検定
により解析した。これらの統計解析は、グラフパッドプリズム 40（米国サンデ
ィエゴ GraphPad Software Inc.）を用いて行なった。いずれの場合も、両側検



















T 細胞の CD25   
（横軸）および Foxp3（縦
軸）発現に基づく分割 
A． B． C． 
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第3節 結 果 
 
 




増殖に対するビタミン K 類（ビタミン K1 ～K3、および K5）の効果を検討した
（図 5）。 
コンカナバリン A および種々の濃度の各種ビタミン K 類存在下に、健常者由来
の PBMC を 96 時間培養し、増殖した細胞を WST アッセイ法により解析した。
ビタミン K1には、PBMC 増殖に対する抑制作用は認められなかった（データ未
表示）。ビタミン K２は、用量依存的に PBMC 増殖を抑制し、その IC50値（SD）
は 20.7（25.9）μM であった（n=6）。一方ビタミン K３と K５は用量依存的に、
より強く PBMC の T 細胞マイトゲン応答性増殖を抑制した（図 5A）。IC50値は
いずれも 10μM 未満であり、100μM では有意に PBMC 増殖を抑制した
（p<0.001）。ビタミンK５は、10μMでもPBMC増殖を有意に抑制した（p<0.05）。 
 免疫抑制薬として汎用されるシクロスポリンは、同様に用量依存的にコンカ





図 5  Effects of VK3 and VK5 on proliferation of human PBMCs activated with concanavalin A in vitro.  
A; PBMCs were cultured with concanavalin A and serial concentrations of VK3 (open circle) and VK5 
(closed circle) for 96h, and the cell proliferation was analyzed as described in Materials and methods.  
B; dose-response curve of the PBMC proliferation stimulated with concanavalin A in the presence of 
cyclosporine.  *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 as compared to each control (n=9 in A and n=6 in B).  






















































3.2 末梢血単核細胞のアポトーシス細胞率に及ぼすビタミン K３と K５の効果 
 
次に、コンカナバリン A で刺激した PBMC におけるアポト－シス細胞の割合
に及ぼすビタミン K 類の効果を検討した。 
3.1 項に示すように、ビタミン K 類のうち T 細胞マイトゲン応答性の PBMC
増殖に及ぼすビタミン K 類の効果の中ではビタミン K3と K5の効果が強かった
ため、以降はこれら 2 つのビタミン K 類の作用をより詳細に検討することにし
た（図 6）。 
ビタミン K 類存在下にコンカナバリン A で刺激した PBMC をアネキシン V
と PI で染色し、アネキシン V 陽性/PI 陰性細胞をアポトーシス細胞としてフロ
ーサイトメトリーで解析した。まずPBMC中のリンパ球分画をゲーティングし、
次にこの細胞分画におけるアポトーシス細胞数を計測した。 
ビタミン K 類未処理のコントロール PBMC と比較し、有意差はないが高濃度
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図 6  Flow cytometric analysis of apoptotic cells in concanavalin A-stimulated PBMCs treated with VK 
derivatives.  (A) Lymphocyte fraction of PBMCs activated with concanavalin A in the presence or 
absence of serial concentrations of VK derivatives were gated (left in each), and the percentages of 
Annexin V+/PI- cells (apoptotic cells shown in the lower-right area) in the activated lymphocyte fraction 
were calculated (right in each).  (B) The mean percentages of apoptotic cells in the concanavalin 




ン K３と K５の効果 
 
T 細胞マイトゲンであるコンカナバリン A で刺激した PBMC からの、7 種の
Th1/Th2/Th17 系サイトカイン（IFNγ、TNFα、IL‐2、‐4、‐6、‐10、お




の産生は、10－100μM のビタミン K３あるいは K５で処理した場合に有意に抑
制された（p<0.05）。ビタミン K３は、1μM の濃度でも、TNFαの産生を有意
に抑制した（p<0.05）一方 IFNγ、IL‐2、および IL‐17 産生に対しては、い
15 
 
ずれのビタミン K 類の効果も有意ではなかった。 













































































図 7  Cytokine concentrations in the supernatant of T-cell mitogen activated PBMCs treated with 
VK derivatives.  PBMCs were stimulated with concanavalin A for 96h in the absence (0M) or 
presence (0.1-100M) of VK3 (open bars) or VK5 (shaded bars).  Then, the culture supernatant was 
analyzed for concentrations of IFN, TNF, IL-2, IL-IL-6and IL-17 (n=6 for each) using 
beads-array procedures followed by flow cytometry.  *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 as 





 最後に、コンカナバリン A で刺激した PBMC における、CD4 陽性細胞（主
にヘルパーT 細胞）、CD25 陽性細胞（インターロイキン-2 受容体α鎖を有する
細胞）および CD4 陽性/CD25 陽性/FoxP3 陽性細胞（制御性 T 細胞）の割合に
及ぼすビタミン K 類の効果を検討した。 
PBMC 中のリンパ球分画をゲーティングした後（図 8A－C 左）、この中の CD4
陽性細胞をさらにゲーティングし（図 8A－C 中間）、CD25 陽性（横軸）かつ
FoxP3 陽性（縦軸）の細胞を制御性 T 細胞として（図 8A－C 右）、その割合を
それぞれ求めた（図 8）。図 8A－C は、ビタミン K３存在下にコンカナバリン A
16 
 
で刺激した PBMC 中の制御性 T 細胞率を示す。ドットプロットのデータから、
ビタミン K 未処理の細胞に比べ（図 8A）、10 あるいは 100μM のビタミン K３
処理した PBMC（図 8B、C）は制御性 T 細胞の割合が増加したことがうかがえ
る。 
0.1－100μM のビタミン K３あるいは K５で処理した PBMC における CD4 陽
性細胞（図 8D、E 上）、CD25 陽性細胞（図 8D、E 中）、および制御性 T 細胞
として（図 8D、E 下）の割合を各々棒グラフに示す。10－100μM のビタミン
K３あるいは K５で処理した PBMC では、これらの細胞の割合が有意に増加した
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図 8 Flow cytometric analysis of CD4+CD25+Foxp3+ cells (Treg cells) in concanavalin 
A-stimulated PBMCs treated with VK derivatives.  (A-C)  Lymphocyte fraction of PBMCs (left) 
were gated for CD4+ cells (middle), and the percentages of CD25+Foxp3+ cells (Treg cells) in the 
CD4+ cell fraction were calculated (right).  The representative dot plot data of unstimulated 
PBMCs (A), PBMCs stimulated with concanavalin A in the absence of VK (control) (B), and those 
stimulated with concanavalin A in the presence of 10M VK3 (C) are shown.  (D) Percentages of 
CD4+CD25+Foxp3+Treg cells in concanavalin A-stimulated PBMCs cultured in the presence or 
absence of VK3 for 96h (n=10 from eight healthy volunteers).  Top: CD4+ cells in lymphocytes, 
Middle: CD25+cells in CD4+ cells, Bottom: CD25+Foxp3+cells in CD4+ cells (Treg cells).  
*p<0.001 as compared to each control (VK 0M).  (E) Percentages of CD4+CD25+Foxp3+Treg 
cells in concanavalin A-stimulated PBMCs cultured in the presence or absence of VK5 for 96h (n=10 
from eight healthy volunteers).  Top: CD4+ cells in lymphocytes, Middle: CD25+cells in CD4+ 
cells, Bottom: CD25+Foxp3+cells in CD4+ cells (Treg cells).  *p<0.001 as compared to each 
control (VK 0M).  In D and E, PBMCs of two healthy volunteers were obtained at two different 













第 4 節 考察 
 
本研究では、健常者から得た PBMC を用い、ビタミン K 類の免疫調節作用を
検討した。検討項目としては、T 細胞マイトゲンで刺激した PBMC の 1）増殖
に対する作用、2）アポトーシス誘導作用、3）各種サイトカイン産生に対する
作用、4）および制御性 T 細胞に対する作用、の主に 4 点である。 
ビタミン K1には、コンカナバリン A で刺激した PBMC に対する増殖抑制作
用は認められなかったが、ビタミン K2、K3、および K５はいずれも PBMC 増殖
を抑制した。またこの効果は、特にビタミン K3 および K５で強く認められた。  
そこでこれら 2 種のビタミン K 類に対し、さらにサイトカイン産生に及ぼす影
響やアポトーシス細胞率に及ぼす影響を検討したところ、高濃度（10－100μM）
で種々のサイトカイン産生を抑制し、また有意ではないが PBMC のアポトーシ
スを誘導することが示唆された。さらにビタミン K3および K５は、PBMC 中の




ヘルパーT 細胞は、後天性免疫反応（adaptive immune responses）に係る重
要な役割を担っているが、自己免疫疾患などでその機能が自己成分に対して異
常に働くと、免疫系が破たんし自己組織が破壊されていく。これらの自己免疫
反応には、種々の Th1 系または Th2 系サイトカインやケモカインが関わってお







これらのビタミン K 類は 10－100μM という比較的高濃度で、種々のサイトカ
イン産生を抑制した。これらのビタミン K 類の濃度は、T 細胞マイトゲンで刺
激した PBMC の増殖を抑制する濃度とほぼ一致しており、このことはビタミン
K 類のサイトカイン産生抑制効果が T 細胞増殖抑制効果と並行して発現するこ
とを示唆する。 
既存の免疫抑制薬であるシクロスポリンは 1μM 以下の濃度でも、用量依存
的に T 細胞マイトゲン応答性 PBMC 増殖を抑制した（図 5B）。シクロスポリン
はまた、PBMC からの IL-2 やその他のサイトカイン産生を抑制することにより
19 
 
免疫抑制作用を示すことが知られている（Hirano ら 1995 年）。ビタミン K３と
K５のサイトカイン産生抑制作用およびマイトゲン応答性 PBMC 増殖を抑制作
用は、シクロスポリン作用に比べておよそ 10 分の 1 以下と思われる。 
CD4 陽性 T 細胞は局所的なサイトカインの環境によって、制御性 T 細胞と
Th17 細胞へと分化しうる（Bettelli ら 2006 年）。制御性 T 細胞は自己免疫に対
してこれを制御する方向に働き、胸腺は制御性 T 細胞の分化と自己免疫寛容の
形成に重要である（Sakaguchi ら 1995 年）。本研究において申請者は、ビタミ
ン K３と K５が、末梢血リンパ球中の CD4 陽性細胞率や制御性 T 細胞率を増加
させることを示した（図 8D・E）。特に制御性 T 細胞率の増加は顕著であった。
しかしながら、図 6 に示すように、制御性 T 細胞を含めて多くの T 細胞がビタ
ミン K３と K５処理後にアポトーシスによって減少している。以上の結果は、ビ
タミン K３と K５処理によって種々の活性化 T 細胞が抑制を受けて減少するもの
の、制御性 T 細胞はこれらのビタミン K の効果に比較的感受性が低く、結果と
してビタミン K 処理 PBMC 中の相対的比率が高くなった可能性がある。 
制御性 T 細胞は過剰な免疫反応の抑制に役立っており、従って免疫抑制薬の
効果発現にも、制御性 T 細胞の比率や活性が重要と思われる（Petersen 2012
年）。CD４陽性/CD25 陽性制御性 T 細胞は、健常者と比較して重症筋無力症の
患者の末梢血で減少していることが報告されている（Balandina ら 2005 年; 
Battaglia ら 2005 年）。FoxP3 は、DNA 結合転写因子の forkhead 系に属し、
自己寛容を維持するのに重要な役割を持つ（Sakaguchi ら 2004 年）。FoxP3 は、
リンパ球中の制御性 T 細胞を特定する分子として認識されており（Samstein ら
2012 年）、この報告に基づき本研究において CD4 陽性/CD25 陽性/FoxP3 陽性
細胞として検出された細胞を制御性 T 細胞とした。 
 ビタミン K 類の中で、ビタミン K1と K２は骨粗鬆症の治療に適応となってい
る。これらのビタミン K 類は、経口投与に加え、10－20 mg の静脈内投与も行
われる。これらビタミン K 類の 10mg を静脈内投与後は、重篤な副作用もなく
血中濃度は 1‐10μM に到達する。急速静脈内投与した場合には、顔面紅潮、
胸部圧迫感、あるいはチアノーゼ等の副作用を伴なうが、本研究において in 
vitro で用いたビタミン K 類の濃度は、これら静脈内投与したビタミン K 類の
濃度とそれほど大きく異なってはいない。 
 本研究にて示した、ビタミン K３や K５のヒト末梢血 T 細胞に対する効果の正
確な機序はわからないが、ビタミン K３によるユビキチンリガーゼの阻害が、
Ras/マイトゲン活性化タンパクキナーゼによるシグナル伝達の抑制に寄与する
ことが報告されている（Shah ら 2009 年）。一方 Chowdhury らによると、ビタ




合物の抗メラノーマ作用を増強する（Chowdhury ら 2009 年）。以上のような細
胞内シグナル伝達の遮断等の機序が、ビタミン K 類の抗腫瘍作用に係っている
ものと推察される。また Checker らは、ビタミン K３が細胞のグルタチオン濃度
を減少させることにより、リンパ球内の活性酸素分子種量を増加させることを




が考えられた。このようなビタミン K 類の作用は、活性化 T 細胞の増殖を抑制
し、アポトーシスを誘導して免疫反応を減弱させるものと考えられる。またこ
れらの機序に加え、エフェクターT 細胞に比べると制御性 T 細胞の方がビタミ
ン K 類の抑制作用に比較的感受性が低いため、結果として全活性化 T 細胞中の


































ル-1-ナフトール）の効果を、in vitro にて検討した。 
 
本研究における検討項目は以下の4点である。すなわち上記ビタミンK類の、




１） ビタミン K1 には、PBMC 増殖に対する抑制作用は認められなかった。ビ
タミン K２、K３および K５は用量依存的に、PBMC のコンカナバリン A 応
答性増殖を抑制した。なかでもビタミン K３と K５の IC50値はいずれも 10
μM 未満であり、100μM では有意に PBMC 増殖を抑制した（p<0.001）。 
 
２） ビタミン K 類未処理のコントロール PBMC と比較し、有意差はないが高
濃度（10－100μM）のビタミン K３あるいは K５で処理した PBMC では、
アポトーシス細胞率が高い傾向にあった。 
 
３） ビタミン K３と K５は、コンカナバリン A 刺激した PBMC からの 7 種の
Th1/Th2/Th17 系サイトカイン産生を抑制する傾向を示し、TNFα、IL‐
4、‐6、および‐10 の産生は、10－100μM のビタミン K３あるいは K５
で有意に抑制された（p<0.05）。 
 
４） ビタミン K３と K５は、コンカナバリン A で刺激した PBMC における CD4
陽性細胞、CD25 陽性細胞、および制御性 T 細胞の比率を有意に増加させ
た（p<0.001）。特に制御性 T 細胞率の増加は著しかった。 
 
以上の結果から、ビタミン K 類は活性化 T 細胞の増殖を抑制し、またエフェ
クターT 細胞などのアポトーシスを誘導することによって、サイトカイン産生を
抑制し、免疫反応を減弱させるものと考えられた。また、エフェクターT 細胞に
比べると制御性 T 細胞の方がビタミン K 類の抑制作用に比較的感受性が低いた
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